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  بررسي اثرات محافظتي كروسين بر سميت حاد كليوي سيس پلاتين 
  ييدر موش صحرا

  

   دكتر حسن مفيد پور2، دكتر محمد طاهر بروشكي،دكتر بهاره نقي زاده1*
  

  چكيده
  

  هدف
 تـرين عارضـه جـانبي        كه مهم  بودهسر و گردن     ، تومورهاي سخت مانند تومور تخمدان     درماندر  سيس پلاتين از جمله داروهاي شيمي درماني موثر         

  ايـن دارو .توليد گونه هاي فعال اكسيژن و آسيب اكسيداتيو ناشي از آن از عوامل مهم در سميت سيس پلاتين است        .آن سميت حاد كليوي مي باشد     
كروسـين  .  ي شودسميت حاد كليوي مموجب  كاهش فيلتراسيون گلومرولي  باشده و   ) s3قطعه  ويژه  ه  ب(پروگزيمال كليوي     باعث تخريب توبولهاي    

هـدف   . شـده اسـت   مشاهده ي مختلفي از آن ر زعفران مي شود و اثرات دارويپيگمان كاروتنوئيدي موجود در زعفران است كه باعث رنگ قرمز د        
  . از اين مطالعه بررسي اثرات محافظتي كروسين بر سميت حاد كليوي ناشي از سيس پلاتين در موش صحرايي مي باشد

  مواد و روش كار
گـروه  . تقسيم شـدند   ) عدد 6هرگروه   ( به پنج گروه    به طور تصادفي   حيواناتابتدا  . از موش صحرايي نر، نژاد ويستار استفاده شده است        ر اين مطالعه    د

چهـارم و    ،گروههاي سوم  ،فقط در روز اول     mg/kg 5گروه دوم سيس پلاتين با تك دوز         ، به مدت چهار روز    ml/day 2اول نرمال سالين با دوز      
 و  بـه صـورت تـك دوز   mg/kg 5 ( تزريق سيس پلاتين از ساعت قبليك ابتدا 400 و mg/kg100 ، 200  كروسين را به ترتيب با دوزهاي  پنجم

 ساعته براي 24در روز چهارم نمونه ادرار      . تزريقها به روش داخل صفاقي انجام شد       . سه روز پياپي دريافت كردند     به مدت و سپس   ) فقط در روز اول   
 قلب حيوانات جهت انـدازه گيـري اوره و كـراتينين    ابتدا از ، در روز پنجم پس از بيهوشي با اتر.زه گيري قند و پروتئين ادرار جمع آوري گرديد     اندا

.  درصد براي مطالعات بافت شناسي قرار داده شـد         10ارج و در فرمالين     خ كليه راست از بدن       تمامي حيوانات را كشته،    سپس. خونگيري به عمل آمد   
  . ائوزين مورد بررسي بافت شناسي قرار گرفتند- هماتوكسيلينوشه ر رنگ آميزي بپس از ميكروني از بافت كليه تهيه شده و 5برشهاي 
  نتايج

سبت به ني داري ن به طور معچنين ميزان قند و پروتئين ادرار     گروه دريافت كننده سيس پلاتين ميزان اوره و كراتينين خون و هم             در كه نتايج نشان داد  
 ون و ميـزان قنـد و پـروتئين ادرار    ميزان اوره و كراتينين خ،گروههاي دريافت كننده كروسين با دوزهاي مختلف  در   . است يافته افزايش   گروه كنترل 

ين بـه    آسيب كليوي را در گـروه دريافـت كننـده سـيس پلات ـ             ،بررسي بافت شناسي  .  يافته بود   به طور معني داري كاهش     سيس پلاتين نسبت به گروه    
   .كه چنين آسيبي در گروههاي دريافت كننده كروسين مشاهده نشد در حالي ،اثبات رساند

  نتيجه گيري
  .  كليوي ناشي از سيس پلاتين مي باشدمحافظتي در برابر سميت كروسين داراي اثرات دست آمدهه ب با توجه به نتايج 

  
          .ينينت سيس پلاتين، كرا،سميت حاد كليويكروسين،  :كلمات كليدي

                                                                                                                               
  
  

                                                 
   دانشگاه علوم پزشكي مشهد، بيمارستان قائم،لوژي گياهان دارويي و گروه فارماكولوژي مركز تحقيقات فارماكو-1
     bnaghizadeh@gmail.com  ،09155137443: تلفن:  نويسنده مسئول *
   دانشگاه علوم پزشكي مشهد، دانشكده پزشكي، گروه علوم تشريحي-2
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  مقدمه
ــرســيس پلاتــين از جملــه داروهــاي شــيمي درمــاني مــوثر    در براب

   .دن اســتوگــر ســر ، تومورهــاي متــراكم ماننــد تومــور تخمــدان 
 ،مهم ترين عارضه جانبي و محـدود كننـده مـصرف آن در درمـان              

ســميت كليــوي ســيس پلاتــين در  ).1( ســميت كليــوي مــي باشــد
  ايجـاد   )  s3قطعـه  ( توبولهاي كليـوي بـه ويـژه توبـول پروگزيمـال     

ايـن دارو   مكانيسمهاي متعـددي در سـميت كليـوي          ).1( مي گردد 
 توليـد گونـه هـاي فعـال        مهـم تـرين آنهـا     دخيل است كه از جملـه       

گونه هاي فعال اكسيژن  .اكسيژن و آسيب اكسيداتيو بافتي مي باشد
تخريب  ،پراكسيداسيون چربيها  به ويژه راديكال هيدروكسيل باعث    

 و   و اسـيدهاي نوكلئيـك     هـا اكـسيداسيون پروتئين   ،غشاهاي سـلولي  
 كـاهش فيلتراسـيون گلـومرولي و         آن  نتيجـه  تخريب بافتي شده كه   

  ).1(مي باشد يت حاد كليوي سمبروز 
به دليل اثرات ) .Crocus sativus L(گياه زعفران با نام علمي

 ،قاعــده آور ، ضــد نفــخ، ضــد التهــابي،ي آرام بخــش،ضــد اسپاســم
 خلط آور و هضم كننده غذا در طب سنتي          ، معرق ،محرك جنسي 

داروشناسي مختلفي هـم روي      مطالعات ).2( استفاده مي شده است   
  ضد دردي  ،)2(  و اثرات متعددي مانند اثر ضد تشنج       آن انجام شده  

 ضـد  ،)3( ضـد التهـابي    ، )5( ضد ميكروبـي     ،)4( ضدافسردگي ،)3(
  موثر بر حافظه و    ،)7(  راديكالهاي آزاد   كننده  برداشت ،)6( سرطان

و جلوگيري از سميت كليوي  )2(  كاهنده فشار خون،)8( يادگيري
 ،كروسـين  .اسـت  ت رسيده  از گياه زعفران به اثبا     )9 (سيس پلاتين 

 باعث ايجاد رنـگ قرمـز       ،پيگمان كاروتنوئيدي موجود در زعفران    
اين  .ي مختلفي دارد  يكو اثرات فارماكولوژ  ) 11،  10( اين گياه شده  

طريق از  كار را    تركيب داراي اثر ضد آترواسكلروزيس بوده و اين       
ــسيداسيون   ــاهش اك ــام   LDLك ــروق انج ــدوتليال ع ــطح ان    در س

داراي اثــر محــافظتي در مــدل ايــسكمي  همچنــين ).12( مــي دهــد
در درمان دراز مدت آدنوكارسينوماي كولون  ).7( كليوي مي باشد

 in vivoاين تركيب اثر ضد تومـوري در محـيط    ).13( مؤثر است
داراي اثر ضد افزايش چربي خون . دارد) 14 ،11( in vitroو) 14(

  پـاز پـانكراس انجـام      كار را از طريـق مهـار آنـزيم لي          مي باشد و اين   
اين تركيب در پديده حافظـه و يـادگيري هـم مـؤثر      ).15( مي دهد 

  و باعث مهار بلوك اتانول بـر پديـده حافظـه و يـادگيري              ) 8(است  
مچنـين ايـن تركيـب داراي اثـرات محافظـت           ه ).16،  1( مي شـود  

 و دي متيـل     B1كبدي در برابر تركيبات سمي ماننـد آفلاتوكـسين          

همچنين داراي اثرات آنتي اكـسيدانت       ).17( باشدنيتروز آمين مي    
نها رو در برابر آسيب اكسيداتيو ايجاد شده در نو        Eقويتر از ويتامين    

در درمـان رتينوپـاتي      ).11(  مـي باشـد    PC-12در محيط سلولهاي    
اثرات محافظتي اين تركيـب در برابـر         ).2( ايسكميك كاربرد دارد  

افـزايش   ،يكالهـاي آزاد  ي بـه دليـل مهـار واكـنش راد         يمواد شـيميا  
القــاي اپوپتــوزيس و مهــار رشــد  ،گروههــاي تيــول داخــل ســلولي

 DNAسلولهاي تومور از طريق تـداخل در سـاختمان و  عملكـرد              
 بـه ويـژه   ، با توجه به اثراتي كه از كروسين ديده شده ).2(مي باشد   

 در برابـر  محـافظتي    ،)11(آنتي اكسيدانتي    ،)7(اثرات ضد ايسكمي  
و ضـــد ) 18( افـــزايش ســـنتز گلوتـــاتيون ،)17(ي يامـــواد شـــيمي
كه توليد راديكالهاي آزاد و آسيب       ييو از آنجا  ) 12(اكسيداسيون  

 ،)1(اكسيداتيو را  در سميت ناشي از سيس پلاتين دخيل دانسته اند          
اثر محافظتي ايـن تركيـب در برابـر سـميت كليـوي حـاد ناشـي از                   

  .سيس پلاتين بررسي مي شود
 

   كارمواد و روش 
 و  Fluka هاي كروسين و سيس پلاتـين بـه ترتيـب از شـركت            :مواد

Ebewe pharma   ــت اوره از شــركت و ــران Man labكي  ته
اد ويستار در اين مطالعه از موش صحرايي نر نژ . خريداري گرديدند 

حيوانـات گـروه فارمـاكولوژي دانـشكده        پرورش يافتـه در اتـاق       ( 
 .گرديـد رم اسـتفاده     گ ـ 200±20 با محدوده وزنـي      )پزشكي مشهد 

 22± 2 دماي ،درصد   50رطوبت   ،حيوانات در اتاق با تهويه مناسب     
 سـاعته و بـا دسترسـي آزاد بـه     12 سيكل نـوري  ،درجه سانتي گراد 

  .نگهداري شدند   آب و غذا در قفسهاي متابوليك
  م تقسي پنج گروه  حيوانات به طور تصادفي به:روش مطالعه

به صورت زير مورد درمان  و )هر گروه داراي شش حيوان(
  :قرار گرفتند
      ،  چهار روزبه مدت ml/day 2 نرمال سالين با دوز: گروه اول
 ، به صورت تك دوزmg/kg 5سيس پلاتين با دوز : گروه دوم

همگي سيس پلاتين را : گروههاي سوم تا پنجمفقط در روز اول، 
اعت سبا اين تفاوت كه يك  .به روش گروه دوم دريافت نمودند

قبل از آن در روز اول و سپس به مدت سه روز متوالي ديگر، 
 و mg/kg/day 100 ،200كروسين را به ترتيب با دوزهاي 

تمام تزريقها به روش داخل صفاقي انجام .  دريافت نمودند400
 ساعته از تمامي 24ونه هاي ادرار مدر روز چهارم ن .شد
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 تمام ش آزمايدر روز پنجم. حيوانات جمع آوري گرديد
 كليه ، خونگيري از قلبپس ازگروهها با اتر بيهوش شده و 

راست آنها جدا و جهت مطالعات بافت شناسي درون محلول 
  . فيكس شدند درصد10 فرمالين

به ميزان اوره و كراتينين خون  :اندازه گيري اوره و كراتينين خون
 در اين .جهت تعيين آسيب كليوي اندازه گيري شدعنوان معياري 

و ) Technicon RA-1000( مطالعه از دستگاه اتو آنالايزر
كيت اوره بر اساس روش كالريمتري جهت اندازه گيري اوره و 
   .از روش ژافه جهت اندازه گيري كراتينين خون استفاده گرديد

  ميزان قنـد و پـروتئين ادرار  :اندازه گيري قند و پروتئين ادرار    
 كليـوي انـدازه گيـري        به عنوان معياري جهت تعيـين آسـيب        نيز
 سـاعته از روش     24در روز پنجم بعـد از جمـع آوري ادرار           . شد

جهت اندازه گيـري گلـوكز و از      ) گلوكز اكسيداز ( آنزيماتيك  
ــدومتري  ــيد ( روش توربيـ ــتيك اسـ ــرو اسـ   جهـــت ) تـــري كلـ

  .اندازه گيري پروتئين ادرار استفاده شد
 بـه   درصـد  10كليه در محلول فرمـالين       :بررسي بافت شناسي  

شـفاف سـازي    مدت يك هفته فيكس شده و مراحل آبگيري و          
 .به ترتيب با عبور از الكل با درجات مختلف و گزيلن انجام شد            

 جهت مطالعات بافت شناسـي بـا         بافتها قالب گيري شده و     سپس
 ميكروني تهيه و به روش 5استفاده از دستگاه ميكروتوم برشهاي   

  . ائوزين رنگ آميزي شدند-توكسيلينهما
 Mean ± SEM در اين مطالعه نتايج به صـورت  :محاسبات آماري

نـاليز واريـانس يـك      بيان شده و جهت مقايـسه نتـايج از روش آ          
ــه ــست ) One-way ANOVA( طرف ــتفادهTukeyو ت  و  اس
  .به عنوان تفاوت معني دار گزارش شدند  >p 05/0   با مقادير

  نتايج
 پروتئين نمونـه ادرار     و گلوكز و  خون  مقادير اوره و كراتينين نمونه      

  .   نـــشان داده شـــده اســـت1  در جـــدولگروههـــاي مختلـــفدر 
   سـيس پلاتـين باعـث افـزايش         شـود    مـشاهده مـي      طـور كـه    همان

اوره خون نسبت به گروه نرمال سالين شده  )  >p 001/0( معني دار
 ميـزان اوره خـون بـه ترتيـب در گروههـاي دريافـت كننـده        .است
ــكرو ــا سـ ــايدوزين بـ  mg/kg100 ) 05/0p<( ، mg/kg 200 هـ

)001/0 p< (   وmg/kg 400) 001/0p< (      نسبت بـه گـروه سـيس
 جـدول، بـا توجـه بـه       .پلاتين كاهش معني داري را نشان داده است       

كـراتينين خـون    ) >001/0p(سيس پلاتين باعث افزايش معنـي دار        
ميـزان كـراتينين خـون در        .نسبت به گروه نرمال سالين شـده اسـت        

افت كننده كروسين نسبت بـه گـروه سـيس پلاتـين            گروههاي دري 
ــي داري ــشان داده اســت ) >p 001/0 (كــاهش معن ــين .را ن  همچن

 باعث افزايش گلـوكز      )>p 001/0 (سيس پلاتين به طور معني دار     
ميزان گلوكز ادرار  در . ادرار نسبت به گروه نرمال سالين شده است

 پلاتـين   گروههاي دريافت كننده كروسين نسبت بـه گـروه سـيس          
 پـروتئين ادرار   . را نشان داده اسـت     )>p 001/0(كاهش معني داري  

ــين     ــيس پلات ــده س ــت كنن ــروه درياف ــي داري در گ ــور معن ــه ط   ب
)001/0 p< (        ميزان .   است يافتهنسبت به گروه نرمال سالين افزايش

پروتئين ادرار  در گروههاي دريافت كننده كروسين نسبت بـه گـروه        
 . را نـشان داده اسـت       )>p 001/0(داريسيس پلاتين كـاهش معنـي       

پي نمونه هاي رنگ آميزي شـده از بافـت كليـه            ومطالعات ميكروسك 
دانـشجو  پ استاد و    ودر گروههاي مختلف حيوانات كه با ميكروسك      

  : انجام شد به شرح زير مي باشدOlympus PX 50 F3مدل 

  
  .زمايشنتايج حاصل از نمونه هاي خون و ادرار گروههاي مورد آ: 1جدول 

نتايج   نمونه ادرار  نمونه خون
  پاتولوژيك

  گروه حيواني

  گلوكز  پروتئين  كراتينين  اوره
  گروه نرمال سالين

 ) ml/day 2(  
86/4 ± 17/46  

***  
03/0 ± 73/0  

*** 
08/0 ± 7/0  

***  
52/0 ± 5  

*** 

  
-  

  گروه سيس پلاتين
)mg/kg 5(  

63/12 ± 153  08/0 ± 33/1  
  

09/0 ± 58/2 
  

3/1 ± 83/16  
  

++++  

  سيس پلاتين+ گروه كروسين
)mg/kg 100  (  

93/2 ± 120 
*  

06/0 ± 98/0  
*** 

13/0 ± 57/1  
***  

76/0 ± 5/8 
*** 

  +++  

  سيس پلاتين+ گروه كروسين
)mg/kg 200  (  

68/2 ± 17/93  
***  

05/0 ± 92/0  
*** 

08/0 ± 1/1  
***  

86/0 ± 6 
*** 

++  

  سيس پلاتين+ گروه كروسين
)mg/kg 400  (  

34/3 ± 83/75  
*** 

03/0 ± 88/0  
*** 

06/0 ± 97/0  
***  

83/0 ± 83/5  
*** 

 / +-  
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، نمايي از كليـه سـالم را در گـروه دريافـت كننـده نرمـال                 1تصوير
همانطور كه ملاحظه مي شود تمامي قسمتهاي . سالين نشان مي دهد

نفرون شامل گلومرول، لولـه هـاي پروكـسيمال و ديـستال و ناحيـه               
. بـه نظـر مـي ر سـند        سـالم   ) كورتيكومـدولاري (زي   مرك -قشري  
، نمايي از كليه گروه دريافت كننده سيس پلاتـين را نـشان           2تصوير

با توجه به تصوير گلومرولها در ناحيه قشري تخريب شده          . مي دهد 
در ناحيـه   . و توبولهاي ناحيـه كـورتكس نمـايي غيـر طبيعـي دارنـد             

. ا مشاهده مي شود   كورتيكومدولاري نيز تخريب وسيعي در توبوله     
ــين 3تـــصوير ــروه دريافـــت كننـــده كروسـ ــه گـ ــايي از كليـ   ، نمـ

) mg/kg 400 (  بـا توجـه بـه تـصوير، در نـواحي           . دهد را نشان مي
كورتكس و كورتيكومدولاري آثـار تـرميم و محافظـت ناشـي از             

  . تزريق كروسين به خوبي مشاهده مي شود
  
  
  
  
  
  
  
تمامي . فت كننده نرمال ساليندريانمايي از كليه سالم در گروه : 1صويرت

  .اجزاي آناتوميكي سالم به نظر مي رسند
g :گلومرول  p :توبول پروكسيمال   d :توبول ديستال  

cm :ناحيه كورتيكومدولاري    

  
  
  
  
  
  
  

تخريب وسيع در . نمايي از كليه در گروه دريافت كننده سيس پلاتين: 2تصوير
  .بولها در بخش قشريناحيه كورتيكومدولاري و غير طبيعي بودن تو

g :گلومرول  p :توبول پروكسيمالd  :توبول ديستال  
cm :ناحيه كورتيكومدولاري  

  
  
  
  
  
  
  

آثار ). mg/kg 400(نمايي از كليه در گروه دريافت كننده كروسين    : 3تصوير  
  . ترميم و محافظت در نواحي كورتكس و كورتيكومدولاري مشاهده مي شود

g :گلومرول  p :كسيمالتوبول پرو  d :توبول ديستال  
cm :ناحيه كورتيكومدولاري  
  

  بحث
سميت حاد كليوي ناشـي از مـصرف سـيس پلاتـين در بيمـاران               

ــن        ــم اي ــانبي مه ــوارض ج ــه ع ــرطان از جمل ــه س ــتلا ب    دارومب
در  ).19، 1(مي باشد كه باعث محدوديت مصرف آن مـي شـود    

اين مطالعه مشخص گرديـد كـه كروسـين اثـرات محـافظتي در              
 سميت حاد كليوي ناشي از سيس پلاتين در مـدل حيـواني             برابر
  .دارد

سيس پلاتين از طريق آسيب مستقيم توبولي باعـث كـاهش           
  فيلتراســـيون گلـــومرولي و در نهايـــت ســـميت حـــاد كليـــوي  

در سـميت    مطالعات متعـدد نـشان داده  اسـت كـه             ).1(شود  مي  
 گلـوكز   ، پـروتئين اوري   ،حاد كليوي علائمي ماننـد تـورم كليـه        

كـه  ) 20( و كراتينين پلاسما  ايجاد مي شود       افزايش اوره    ،اوري
يد كننده نتـايج ناشـي از آن        ينتايج حاصل از مطالعه حاضر نيز تا      

  . مطالعات مي باشد
كروسين باعـث كـاهش      مطالعهاين   همانطور كه بيان شد در    

حيوانات   ناشي از سيس پلاتين در     پروتئين اوري و گلوكز اوري    
و از افـزايش ميـزان اوره و كـراتينين خـون            ده  ش ـ مورد آزمـاش  

ده ش ـ مطالعات مـشخص     طبق .به عمل آورده است   جلوگيري  نيز
 S3كــه بيــشترين آســيب كليــوي ســيس پلاتــين آســيب ناحيــه   

نتـايج   كـه ) 1( توبول پروگزيمال مي باشـد  ) كورتيكومدولاري(
   كننـــده ايـــن موضـــوع تاييـــدنيـــز  حاصـــل از بافـــت شناســـي

ز مكانيسمهاي مهم در بروز سميت حـاد        امروزه يكي ا  . مي باشد 
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كليوي سيس پلاتين را آسـيب اكـسيداتيو ناشـي از گونـه هـاي               
تــرين آنهــا راديكــال نــد كــه مهممــي دان) ROS(فعــال اكــسيژن

 پراكسيداسيون  اين گونه هاي فعال باعث     .هيدروكسيل مي باشد  
 و از ايـن طريـق       گرديـده  DNAتخريب پـروتئين هـا و        ،چربيها
يكي  ).1(  سميت حاد كليوي مي شوند     ولي و آسيب توب  موجب

 ميــزان ناكــسيداسيوپيــشگيري كننــده از از مهــم تــرين عوامــل 
ــره  ــي باشــد  ذخي ــلولي م ــاتيون داخــل س ــترس   .گلوت ــاد اس ايج

اكــسيداتيو توســط ســيس پلاتــين ذخــاير گلوتــاتيون ســلولي را  
كاهش داده و باعث افزايش فعاليت گونه هاي فعـال اكـسيژن و             

 شـود  ب توبولي و بروز سميت حاد كليـوي مـي         در نهايت تخري  
)21.(  

 موجود در زعفران است     تركيبات كاروتنوئيدي  از كروسين
 مختلفـي از آن     ژيك    فارماكولوكه در آب محلول بوده و اثرات        

شـده كـه      مـشخص    يكـي از ايـن مطالعـات       در   . است ديده شده 
ايسكمي  روي كليه بوده و از       كروسين داراي اثرات محافظتي بر    

جلوگيري  در كروسين همچنين). 7( جلوگيري مي كند   ويليك
   هــم مــوثر B1آســيب حــاد كبــدي ناشــي از آفــلا توكــسين  از 

از طرف ديگر كروسين داراي اثرات مهار رشـد         ). 17( مي باشد 
و از آسـيب    ) 11( لهاي سرطاني در محيط بـرون تنـي بـوده          سلو

 مـوش   ژني در مدل استرس اكسيداتيو ناشي از ژنوتوكـسينها  در          

در مطالعه اي ديگر مـشخص شـده   ). 14( هم جلوگيري مي كند 
 باعـث افـزايش     PC-12است كه كروسين در سـلولهاي مغـزي         

ــاتيون  ــنتز گلوت ــ گردس ــوگيري  هدي ــسيداتيو جل ــيب اك  و از آس
همچنين مكانيسم سـميت    با توجه به اين اثرات و       ). 18( كند مي

ق مهـار    كروسـين از طري ـ    تين مي توان احتمال داد كـه      سيس پلا 
از گونـه هـاي      راديكالهاي آزاد، مهار استرس اكـسيداتيو ناشـي       

فعال اكسيژن و افزايش سنتز گلوتاتيون مي تواند باعـث كـاهش            
   پيــشگيري از ســميت حــاد كليــوي نتيجــهآســيب توبــولي و در 

با توجه به نتايج حاصل از سـاير مطالعـات و     . سيس پلاتين گردد  
  يـــد اثـــرات ي و تاهمچنـــين نتـــايج حاصـــل از مطالعـــه حاضـــر

ناشـي از سـيس     كليـوي   محافظت كنندگي كروسين در سـميت       
 بـه   كروسـين  پيش بيني مي شود كه در آينـده بتـوان از             پلاتين،  

عنوان دارويـي جهـت كـاهش عـوارض كليـوي سـيس پلاتـين               
  . استفاده كرد

  
  تشكر و قدرداني

  و حمايت مالياين مطالعه بر اساس طرح پژوهشي تاييد شده
وهشي دانشگاه علوم پزشكي مشهد صورت گرفته معاونت پژ

  . قدرداني مي شود محترمين وسيله از آن معاونته ا كه باست
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